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© ProcSde de preparation d'un hydrolysat de prolines de lactoserum et d'un aliment 
hypoallergeniques. 

© Pour fabriquer un hydrolysat de prolines de Iactoserum a allergenic^ rgduite, on fait subir a un hydrolysat 
enzymatique d'un produit lactoserique, d'abord un traitement thermique, puis une seconde hydrolyse par une 
enzyme proteolytique. Dans ces conditions, les prolines mineures rest£es intactes apres la premiere hydrolyse 
et qui constituent des allergenes sont degradees en peptides. 

L'hydrolysat obtenu est destine a etre incorpore dans des preparations alimentaires a usage dietetique, en 
particulier dans les formules infantiles. 
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Procede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lactoserom et d'un aliment hypoallergeniques 

La presente invention a pour objet la preparation de produits alimentaires a allergenicite reduite. 
On sait que les phenomenes d'allergies au lait de vache et aux laits adapts aux besoins du petit enfant 
qui en contiennent sont dus au fait que les proteines du lait de vache d'origine lactoserique different des 
proteines du lait matemel et peuvent constituer des allergenes. Parmi celles-ci. les principaux allergenes « 
5 reconnus sont en majorrte I'alphalactalbumine (aLA) et la betalactoglobuline (bLG), et en minorite les 
immunoglobulines (en particulier IgG) et la serumalbumine (BSA). 

On a cherche a eliminer leur allergenicite en les transformant en peptides par hydrolyse. 
Selon ie brevet des Etats-Unis No 4.293.571, on prepare un hydrolysat de proteines par hydrolyse 
pancreatique, on coagule les prolines non hydrolysees par un traitement thermique. puis on soumet 
rhydrolysat a une ultrafiltration de manure a Eliminer les prolines residuelles coagulees et les macropepti- 
des qui pourraient constituer des allergenes. 

On a egalement propose, par exemple selon Blatt et coll., Anal. 8iochem. 22 : 161-165 ou la demande 
de brevet europeen No 22.019. d'effectuer I'hydrolyse des proteines lactose>iques directement dans une 
installation ^ultrafiltration et de recueillir les peptides au fur et a mesure de leur formation. Dans un tel 
reacteur a membrane, les proteines non hydrolysis restent dans le retentat qui est recycle vers le 
compartment d'hydrolyse pour etre a nouveau hydrolyse. II apparaft que. meme dans ces conditions, il 
n'est en pratique pas possible d'hydrolyser complement toutes les proteines du lactosewm. La serumal- 
bumine par exemple s'accumule dans le reacteur d'hydrolyse. Les differentes especes d'immunoglobuiines 
resistent egalement a I'hydrolyse par les enzymes pancreatiques et ne se scindent que partiellement Les 
20 gros fragments ou macropeptides obtenus par hydrolyse de I'immunoglobuline de colostrum bovin (IgG) 
par la trypsine ou la papaihe maintiennent Pessentiel de I'allergenicite de I'lgG. 

En resume, il est admis qu'il n f est pas suffisant de degrader I'aLA et la bLG, car le BSA et TlgG 
constituent des allergenes pour I'homme et ont ete dScrits comme tels. Avec les methodes de separation 
physique connues. les proteines mineures de haute vaieur nutritionnelle sont perdues. 

^invention a pour but de proposer un proceed de preparation d'un hydrolysat de proteines de lait 
animal pratiquement exempt d'allergenes d'origine prot&que, dans lequel on hydrolyse enzymatiquement 
un produit lactoserique. 

C'est ainsi que le procede selon Invention est caracte>is<§ par le fait que Ton traite thermtquement 
rhydrolysat enzymatique en solution auqueuse a 80-100* C pendant 3 a 10 min. a un pH de 6 a 8. que Ton 
refroidit I'hydrolysat a 40-60 'C, puis qu'on le soumet a une seconde hydrolyse avec une enzyme 
proteolytique de maniere a hydrolyser les proteines mineures restees intactes apres la premiere hydrolyse. 
puis on inactive I'enzyme thermiquement 

Un avantage determinant du procede selon Invention est qu'il n'est pas necessaire de recourir a 
^elimination de proteines residuelles de haute vaieur nutritionnelle par separation physique. 

L'hydrolysat obtenu est particulierement destine a I'alimentation des petits enfants a risques d'allergie 
ou a aiiergie acquise. 

Dans le present expose\ le terme "aliergene" est a comprendre comme "proteine ou macropeptide 
susceptible de d^clencher des reactions allergiques chez des sujets, notamment des petits enfants ou des 
nourrissons sensibles". On considere qu'un hydrolysat ou un aliment contenant un tel hydrolysat est 

40 hypoailergenique lorsqu'on ne peut plus dSceler la presence de proteines ou de gros fragments ou 
macropeptides de poids moldculaire > a environ 10.000 par les methodes analytiques habituelles. par 
exemple par chromatographie liquide haute performance (HPLC). par electrophorese de zone en gel de 
polyacrylamide (SDS-PAGE) ou. lorsque ces methodes ne permettent plus de mettre en evidence des 
antigenes prot&ques ou macropeptidiques. par des methodes immunologiques. par exemple par double 

45 immunodiffusion (ID). 

Pour mettre en oeuvre le present procede, on peut partir de tout hydrolysat enzymatique d'une matiere % 
premiere lactoserique contenant les prolines du lactose>um. Cette matiere premiere peut etre un lactose- 
rum de fromagerie, notamment un lactoserum doux tel que celui resultant d'une coagulation de la caseine 
par la presure, un lactoserum acide provenant de la coagulation de la caseine par un acide ou les ferments ^ 
so aadifiants ou encore un lactoserum mixte resultant d'une coagulation acide et presure. 

Cette matiere premiere peut etre un lactoserum demoralise par echange d'ions etou par electrodialy- 
se Ce peut etre un concentre de proteines de lactoserum plus ou moins delactosees. obtenu pa exemple 
par ultrafiltration suivie le cas echSant d'une dialyse. La matiere premiere peut etre encore une combinaison 
des matieres premieres precedentes et de lactose. Elle peut se presenter sous forme de solution aqueuse. 
vraie ou colloTdale. ou de poudre. Dans ce dernier cas. on dissout la poudre dans de l'eau, de preference 
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, ^ x * f«rmor una solution aqueuse. La matiere premise subit une hydrolyse 
thermique inactive renzyme. . oreference a environ 55* C qui constitue la temperature 

^rs 5S.«w — 4 — " - — - ^ 

solution wouto (duds ">«•• .,,„,„„ „.„„„, ^ D „, „„ pmrte, mode * Causation, on la 
^pS^SSTp^l k ^-«. k CM**** k p^lne. un ^ do w»o 

1 <« • r opndant 2-3 min Dar injection de vapeur ou dans un echangeur de chaleur. 

l5K£ peuT e^e ensute seche par exemp.e par pulverisation ou par lyophi.isation en vue d'une 
traite u.terieurement. Dans ce dernier cas, rinac^on de ,'enzyme peut etre 

^ZIT^TT^ seion .'invention peut etre incorpore dans de noniuses 
prf^lSS aTsageW notamment en ^t^n,^- ^ " 

S£ nL<«M« dea MM. hyoVMOkbk. « ft. dUgorfk^td. W« on 
proteines ou de macropeptides residuels apr&s la seconde hydrolyse : 

IgpS-PAGES , seion Laemmli. U.K. 1970, Nature 227:680 et suivantes. dans les conditions specifiques 
so indiqu6es ci-aprfes: 
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earamezre concentration separation 

s Acrylamide total (%), |,4 13,3 

Agent reticulant (%), 2 » 5 

Dodecylsulfate de sodium (SDS,%), 0,1 0,1 
complete a 100% par addition d'eau 
'o distillee 

PH 6 ' 8 8 ' 8 

Dimensions des couches de gel 102 X 73 X 0,5 

»s sur les plaques (mm) 

Echantillon Ug, calcule en azote 

'total, Nt) 5-15 

20 Intensite du courant (mA/plaque) 15 
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Revelateur: coomassie brillant bleu G-250 „,„,.„ 
Solution tampon de l'electro!>horese : 0.025 M Tris. 0.19 M glyane. 0.1% SDS 

Preparation des echantillons: on disperse les echantillons dans une so lution ^.^^232 
,o, de £ DS et de dithiothreito. comme agent reducteur. On chauffe rap.dement jusqu a 100 C. On precede 
Insuite a I'alkylation par Hodoacetamide en solution aqueuse 2M de tampon Tns de pH 8 (18 mg dans 0.1 
rTi^mS Dans oertains oas. on omet volontairement la reduction et r*y*on de manure a 

™Z«STZ*T^^n 0,U 9 de proteines BSA. aLA et bLG. La .imite de detection des 
chaines H et L des IgG et des IgG intactes (non-reduites) est plus elevee a cause du caraotere d.ffus des 
bandes. 

|MD. selon Outcherlony. o. Acta. Pathol. Microbiol. Scand. 26 : 507. dans les conditions expenmentales 
speciftques ci-apres: 
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Parametre 

Solution aqueuse d'agar 
Gels d'agar 

Diametre des orifices (mm) 
Coloration des gels laves 

Decoloration 



Conditions 

1,5% (poids/ volume) , agar 
de type I de Calbiochem, en 
solution saline de tampon 
phosphate, pH 7,2 

sur film fixant (produit LKB 
No 1850-102) 



coomassie brillant bleu R-250 
dans une solution ethanol/eau/ 
acide acetique (45/45/10, 
% volume/volume) 



Methods: L'echantillon non-dilue est constitue d'une solution physiologique saline de 100 mg,ml. On 
procede a des dilutions successives de 2:1 et on remplit les orifices successifs. d'une pari t avec 
l'echantillon, d'autre part avec les sera specifiques de lapin. respectivement anti-bLG. anti-aLA. anti-BSA et 
anti-IgG, & une concentration du 1/i6<§me de la concentration initiate de l'echantillon. La detection de la 
25 proteine correspond k la reaction de precipitation antigene-anticorps. On note le premier titre (expnme en 
fraction de la concentration initiate) correspondant k une absence de faction. 

Sensibilite de !a methode: la limite de concentration de detection de aLA et bLG est voisme de 20 
ug/ml (volume de l'echantillon 10 ul), celle de BSA et IgG est voisine de 40 ugmU 

30 Hl/HPLC: selon Diosady. LL et coll. 1980. Milchwissenschaft 35 : 671. et Bican, P. et coll.. 1982, 
Milchwissenschaft 37 : 592. 

L'analyse sur colonne TSK 3000-SW confirme I'absence de pic pour le BSA et f IgG apres la seconde 
35 hydrolyse par comparison avec les proteines intactes dans les conditions ci-apres: 



Solvant : 



solution tampon, 0,05 M Tris-HCl, 4 M 
guanidinium, pH 6,8 



40 



Echantillon: 1 mg d f hydrolysat ou de proteine (temoin) 



Detection: 280 nm, debit 1 ml/min 



Temperature de la colonne: 20 °C 



50 



Condition de gradient isocratique. 



v. 



55 Exemple 1 



On disperse 24 g de poudre de lactoserum acide demineralis<§ (DWP) dans de I'eau demineralisee sous 
agitation et on chauffe lentement jusqu'k la dissolution. La solution obtenue a un volume de 80 ml et une 



5 



EP 0 321 603 A1 



teneur en matieres seches de 30%. 

La poudre de lactoserum demoralise mise en oeuvre a la composition suivante. 



(5 



% 



Proteines (N x 6,38) 11*9 

Matieres grasses °» 8 

10 Lactose 81 

Cendres 2 > 8 

Humidite 3,5 



On met la solution dans un reacteur a double paroi thermostats! a 55 C. On augmente le pH de la 
solution a 8 par addition d'une dispersion aqueuse de Ca(0H) 2 a 20% (poids>volume>. 

On ajoute alors 30 mg de trypsine porcine de force 1500 uniteamg (pharmacopee des Bats-Un^ 
USP) On observe une diminution rapide du pH (due a Initiation de I'hydrolyse) que Ton stoppe a pH 7.5 
» en utilisant une solution aqueuse de KOH 1N et on maintient le pH a cette valeur avec un pH-stat par 
compensation automatique a I'aide d'une solution aqueuse de KOH 1N. La reaction se poursu.t pendant 4 h 
a 55' C. apres quoi on n'observe plus de reaction decelable par titration. 
On separe I'hydrolysat en quatre portions (igales: 
1a- On ajoute a 20 ml d'hydrolysat une solution aqueuse contenant 6 mg d mh.biteur de trypsine de 
x soja (ST1) de maniere a bloquer faction de la trypsine. puis on seche la solution par lyophil.sat.on. 

1b: On chauffe 20 ml d'hydrolysat a 70* C en 1 min. et on maintient cette temperature pendant 5 

1c: On chauffe 20 ml d'hydrolysat a 80* C en 2,5 min. et on maintient cette temperature pendant 5 

30 id: On chauffe le reste de I'hydrolysat en 4 min. a 90* C et on maintient cette temperature pendant 5 



On refroidit rapidement les hydrolysats 1b. 1c et 1d a 55 C. puis on les introduit separement dans des 
reacteurs. Dans chaque reacteur. on ajoute 30 mg de la trypsine precedente. puis on laisse la reaction se 
poursuive pendant 1 h. a 55" C a pH 7.5. apres quoi on n'observe plus de reaction decelable par titration. 
On ajoute alors 6 mg de ST1 a chacun des hydrolysats et on les seche separement par lyophil.sat.on. Les 
hydrolysats obtenus sont denommes respectivement 1e, if et ig. 

Les resultats d'analyse par electrophorese (SOS-PAGE) et double immunodiffus.on (ID) relatifs aux 
titres de serumalbumine bovine (BSA) et d'immunoglobuline G (IgG) sont indiques au tableau i c-apres: 
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Tableau 1 



BSA IgG 



Echantillons par SDS-PAGE par ID par ID 



la 


+++ 


1/32 


1/64 


lb 


+++ 


1/32 


1/16 


lc 


+++ 


1/8 


1/1 


Id 


+++ 


1/8 


0 


le 


+++ 


1/32 


1/32 


If 


+ 


1/8 


1/1 


ig 


0 


0 


0 


Leqende: +++: 


> 1 f»q dans 10 


Nt 




+ : 


> 0,1 /*g dans 


10 p.q Nt 





30 0: non detectable, < 0,1 ^g dans 10 Nt 
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Resultats: 
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Mors que les titres par ID sont: 

aLA: 1/256 - 1/512 

bLG: 1/512 

BSA: 1/8 - 1/32 et 

IgG: 1/8 - 1/64 



pour une solution aqueuse de 100 mg/ml de poudre do lactosemm demoralise mis en oeuvre, le SDS- 
PAGE et IMD ne permettent de detecter la presence d'alphalactalbumine (aU) et de betalactoglobui.ne 
(bLG) dans aucun des Echantillons. m De . . 

so L'hydrolyse n'est pas suffisante pour faire disparage les ailergenes constitues par les proteines BSA et 

IgG (1a). 

M§me si I'hydrolysat est traite* thermiquement, cela ne suffit pas a eliminer le BSA (1b, 1c. 1d). 
Pour obtenir un hydrolysat a allergenics reduite, il faut un traitement thermique approprie, suivi d'une 
seconds hydrolyse (1f, Ig). 



Exemple 2 
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On disperse 150 g de concentrat de proteines de lactoserum obtenues par ultraf.ltrat.on de pet.t-la.t 
doux (WPC) dans 1 I d'eau demineralisee a 50* C dans un reacteur a double paro. thermostate a 50 C. 
le concentrat de proteines de lactoserum mis en oeuvre a la composition su.vante; 

% 



10 



Proteines (N x 6,38) 

Matieres grasses 

Lactose 

Cendres 

Humidite 



77,2 
8 
3 

7,3 
4,5 



20 



25 



30 



On augmente le pH initial de 6,6 jusqu'a 7.9 par addition d'une dispersion aqueuse de Ca(OH) 2 a 20% 
(poids-volume). On regie le pH-stat de maniere a maintenir le pH a 7.3 par compensat.cn automate avec 

™TZ£7?X™^* Pancrea«que de force 3 unites Anson (AU>g de manure a initier 
,-hydro.ysiton polrsuft faction pendant 4 h a 50* C. On chauffe ensuite I'hydrolysat a 90 C par 
Action de vapeur et on le maintient pendant 5 min. a cette temperature. Aprjs ^<^St aiors 
retablit le pH a 7.3 par compensation automatique avec une solut.on aqueuse de KOH 2N. On .ntrodwt aiors 
2 g de trypsine porcine (force 6 AU/g) de maniere a initier la seconde hydrolyse que I'on poursu. pendant 
2 h a^cTom^en^on automatique du pH. On traite ensuite thermiquement Thydrolysat pendant 10 mm. a 
90* C. puis on le refroidit rapidement et on le seche par lyophilisation. 

Pour suivre I'hydrolyse, on preleve des echantillons de 1 ml a differents stades de I'hydrolyse. on y 
ajoute chaque fois 6 mg de STI. on les congele rapidement et on les seche par lyophil.sat.on. 

Les resultats d'analyse par ID sont indiques dans le tableau 2 c.-apres. 

Tableau 2 



35 



■SO 



Echantillon 



Stade d' hydrolyse 
/duree (min) 



Traitement 
thermique 
apres le 
ler stade 
temperature 
(°C) /duree 
(min) 



Traitement 
thermique 
apres le 
2eme stade 
temperature 
(°C) /duree 
(min) 



J5 



50 



2a 
2b 
2c 
2d 
2e 
2f 

2g 



ler/25 

ler/70 

ler/180 

ler/240 

ler/240 

ler/240+ 

2eme/60 

ler/240+ 

2eme/60 



90/5 
90/5 

90/5 



90/10 



55 
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Suite du tableau 2 



Echantillon 



Titre IT) pour 



TO 



20 



25 



2a 
2b 
2c 
2d 
2e 
2f 
2g 

Controle = 
WPC de depart 



aLA 

1/16 

1/2 

1/1 

1/1 

1/1 

0 

0 

1/1048 



BLG 

1/8 

1/2 

1/1 

1/1 

1/1 

0 

0 

1/1048 



BSA 

1/32 

1/32 

1/32 

1/32 

1/4 

0 

0 

1/64 



IgG 

1/64 

1/32 

1/32 

1/32 

1/1 

0 

0 

1/128 



Leaende ; 

- Absence de traitement thermique 
1: concentration initiale avant dilution, 
25 rag de matieres seches/ml 



Rgsultats: 

II ressort du tableau 2 precedent que seule la double hydrolyse avec traitement thermique intermedial 
permet d'SHminer I'antigenicite de I'hydrolysat RSA ne oeut etre 

L'analyse par SDS-PAGE montre par ailleurs qu'aucune bande correspondant au BSA ne peut 

detectee pour les echantillons 2f et 2g. 

45 

Exemple 3 

On disperse 254.6 kg de DWP. 91.3 kg de WPC et 101.4 kg de lactose de qualite alimentaire dans 800 
50 kg d'eau d^mineralisee a 60 " C. 

Le lactose mis en oeuvre a la composition suivante: 



55 
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% 



Proteines (N x 6,38) 

Matieres grasses 

Lactose 

Cendres 

Humidite . 



On met la dispersion precedente dans un reacteur a double paroi thermostate a 55* C. La dispersion a 
une teneur en matieres seches de 30,1% et un pH de 6.4. On augmente le pH par addition d'une 
dispersion aqueuse de Ca{OH) 2 a 20% jusqu'a 7,8. On ajoute alors 1 kg de trypsine porcine (force 6 AU g, 
rapport d'activite trypsine:chymotrypsine 15:1 - 20:1 en USP) dispersed dans une solution aqueuse 0.01 M 
d'HCl a 5-10*C. de maniere a initier I'hydrolyse. On stoppe ensuite la chute rapide initiate du pH et on le 
wainfcent a 7.3 avec un pH-stat par compensation automatique a I'aide d'une solution aqueuse de KOH 2N. 

On poursuit I'hydrolyse a 55 *C et a pH 7.3 pendant 3 h. apres quoi on augmente le pH a 7.6 par 
regiage du pH-stat a la nouvelle valeur. On fait ensuite passer I'hydroiysat a travers un echangeur de 
cnaieur a plaques de maniere a le chauffer rapidement a 90* C. de la dans un tube d'attente (debit 7.5 
1 mtn.. volume du tube 40 1, temps d'attente 5 min), puis dans un second echangeur de chaleur a plaques 
cu »t est refroidi a 55* C. 

On pompe aiors I'hydroiysat a un ddbit de 7.5 I/min. par IMntermediaire d'une vanne en T dans un tube 
d'attente de diametre 0.025 m et de volume 150 1, ce qui correspond a un temps d'attente de 20 min. pour 
tcute la longueur. On pompe egalement 1 kg de trypsine (meme dispersion que precedemment) dans le 
courant d'hydrolysat a un debit de 6 1/ti par rintermediaire de la vanne en T a I'entree du tube d'attente. Le 
tube d'attente est divise en sections qui permettent des durees d'attente progressives de 40 s. a 20 min. 
On preleve un echantillon d'hydrolysat de quelques ml au d<§but du tube (sans temps d'attente), puis pour 
cnaque temps d'attente, on les traite immddiatement avec la quantite appropriee de STl et on les congele. 
Apres prechauffage a 80* C avec un temps d'attente de 5 min.. on pompe le reste de I'hydroiysat (qui a 
subi un temps d'attente de 20 min.) dans un sterilisateur a ultra haute temperature ou il est porte a 125 C 
pendant 2 mm. de maniere a inactiver I'enzyme et a steriliser I'hydroiysat. Apres I'avoir refroidi. on seche 
i'hydroiysat par pulverisation. 

La poudre obtenue a la composition suivante: 

% 



0,5 

94,5 
0,1 
4,9 



Peptides 
Lactose 
Cendres 

Matieres grasses 
Humidite 

Le degre d'hydrolyse. azote x 100 azote total (Nt) est 18% et le Nt 3.56%. 

^analyse par SDS-PAGE confirme I'absence de bandes proteiques avec des charges de produit de 
139 ug (5 ulq Nt) et de 500 ug (18 jxg Nt). En particular, on n'observe aucune bande correspondant au 
BSA. aux chatnes H et L des IgG au aLA ou au bLG. On voit une bande coloree diffuse due aux gros 
peptides pres de rextr£mit6 anodique du gel. 

Par ID. on ne voit aucune ligne de precipitation avec des sera anti-BSA. anti-lgG. anti-bLG est anti-aLA 
a oartir d'un echantillon de 100 mg de matieres seches ml avant dilution. 

Le tableau 3 ci-apres montre I'influence du temps d'attente lors de la seconde hydrolyse. sur le BSA en 
carticulier. 



23 
68 
4 
2 
3 
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Tableau 3 



Titres ID 



Echantillon 



10 



15 



20 



25 



Duree du 
temps 
d'attente 
(s.) 



BSA 



IgG 



bLG 



3 a 

(controle sans 
2eme hydro lyse) 
3b 
'3c 
3d 
3e 
3f 

(avec traite- 
ment thermique 
final 125°C/2min.) 



BSA 

par 

SDS- 

PAGE 

(Charge 

500 ^g) 





1/8 


1/2 


1/4 +- 


40 


1/4 


1/1 


0 + 


120 


1/1 


0 


0 o 


360 


1/1 ou 0 


0 


0 o 


720 


1/1 ou 0 


0 


0 o 


1080 


1/1 ou 0 


0 


0 o 


1080 


0 


0 


0 o 



30 



Leaende ; 

Is La concentration initiale avant dilution est 100 mg 
de matieres seches /ml 



35 

Resultats: 

SDS-PAGE: On observe une diminution rapide de I'intensite de la bande BSA apres 40 s. deja. Apres 2 
40 min., la bande n'est plus detectable pratiquement. Par comparaison avec des dilutions successives de BSA 
pure, la limite de sensibilite de (a methode est atteinte pour des charges de 50 ng (nanogramme). On peut 
affirmer que la concentration finale de BSA dans I'hydrolysat apres 20 min. d'attente est < 0.01%, en 
matieres seches, par rapport a une concentration initiale estimee a 1.8-2,2%. 

ID: Un titre 0 ou 1 est atteint apres 6 min. d'attente. On voit que I'hydrolyse des proteines restees 
45 intactes apres la premiere hydrolyse a iieu relativement rapidement. 



Exemple 4 

On precede comme k I'exemple 3. sauf que la quantite d'enzyme ajout^e lors de la seconde hydrolyse 
est la moitie. (ce qui represente 75% de la quantite totale d'enzyme employee a I'exemple 3. 1ere et 2eme 
hydrolyse). L'analyse de BSA par ID montre un titre de 0 a 1 apres 10 min. d'attente. Par consequent, la 
quantite d'enzyme mise en oeuvre peut etre diminuee si le temps d'attente lors de la seconde hydrolyse 
augmente. 



Exempie 5 
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On procede comme a I'exemple 3, sauf que la duree de la premiere hydrolyse est 2 h et que la 
seconde hydrolyse a lieu dans un reacteur pendant 2 h a pH constant. 7.3. Les analyses de BSA par SDS- 
PAGE et ID montrent la disparition de la proteine dans I'hydrolysat. 

5 

Exemple 6 

On procede comme a I'exemple 3 jusqu'a l'achevement de la seconde hydrolyse. On ajoute alors a 
Thydrolysat une quantite equivalente d'une solution de maltodextrine et d'amidon a 50% de matieres 

*o seches a laquelle on a prealablement ajoute des sels mineraux dissous dans de I'eau demrneralisee a 
60* C dans une cuve thermostatee. On chauffe ensuite le melange a 75* C au moyen d'un echangeur de 
chaieur k plaques, puis on y introduit des matieres grasses composees d'oleine de palme, d'huile de noix 
de coco, d'huile de carthame, de IScithine et de vitamines liposolubles, les matieres grasses ayant ete 
prealablement fondues a 65 *C et representant 10% du melange precedent. Apres prechauffage a 80 *C 

•5 avec un temps d'attente de 5 min., on sterilise ensuite le liquide obtenu a 125* C pendant 2 min. par 
injection directe de vapeur, on le refroidit k 70* C par detente dans un vase d'expansion. on I'homogeneise 
en 2 etapes d f abord a 200 bar puis k 50 bar. on le refroidit k 10* C a Taide d'un echangeur de chaieur a 
plaques, puis dans une cuve de stockage intermediaire. on y ajoute une solution d'acide atrique a 10% 
dans de I'eau demin^ralis^e. des vitamines hydrosoiubles, des ollgoe!§ments et de la taurine. Enfin. on 

20 chauffe le melange a 75* C. on I'homogeneise en un passage a 165-170 ban et on le seche par 
pulverisation. 

La poudre a la composition suivante: 



25 



30 



% 



Peptides 12,5 

Matieres grasses 26 

Hydrates de carbone 56,2 

dont Lactose 3 9 , 3 

Maltodextrine 10,8 

Amidon 6,1 

Mineraux 2 , 3 
vitamines et oligo-eleraents traces 

Humidite 3 



Exemple 7: 

On procede comme a I'exemple 6 sauf qu'apres la seconde homogeneisation on sterilise le liquide a 
125* C pendant 2 min., on le refroidit a 10* C et on le remplit aseptiquement dans des recipients. 
Le liquids a la composition suivante: 



50 



55 
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% 



5 



Peptides 

Matieres grasses 
Hydrates de carbone 
dont Lactose 



1,6 
3,4 
7,4 
5,2 



Maltodextrine 
Amidon 



1,4 
0,8 
0,3 



15 



Mineraux 

Vitamines et oligoeleraents 



traces 



Eau 



79,9 



20 



Revendications 

1 . Procede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lait animal pratiquement exempt d'allergenes 
d'origine proteique, dans lequel on hydrolyse enzymatiquement un produit lactoserique, caracterise par le 
fait que Ton traite thermiquement I'hydrolysat enzymatique en solution aqueuse. a 8CM00*'C pendant 3 a 
10 min. a un pH de 6 a 8, que I'on refroidit I'hydrolysat a 40-60* C. puis qu'on le soumet a une seconde 
hydrolyse avec une enzyme proteolyt'que de maniere a hydrolyser les prolines mineures restees intactes 
apres la premiere hydrolyse, puis on inactive I'enzyme thermiquement. 

2. Precede selon la revendication 1 , dans lequel le produit lactoserique mis en oeuvre est choisi parmi 
le lactoserum. le lactoserum demineralise, les concentres de lactoserum demineralise et leurs melanges, le 
cas £cheant avec le lactose. 

3. Procede selon la revendication 1 . caracterise par le fait que I'on utilise une enzyme proteolytique 
choisie parmi la trypsine. la chymotrypsine, un melange de trypsine et de chymotrypsine et la pancreatine. 

4. Procede selon la revendication 1. caracterise par le fait que Phydrolyse enzymatique a lieu par 
charges dans un reacteur pendant 60 a 180 min. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que Phydrolyse enzymatique a lieu en 
continu dans un tube en regime turbulent pendant 1 a 60 min., de preference pendant 2 a 20 min. 

6. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que Ton inactive I'enzyme en prechauffant 
I'hydrolysat a une temperature de 75 a 85 "C et en le maintenant a cette temperature pendant environ 5 
min., puis en le sterilisant. 

7. Hydrolysat obtenu par la mise en oeuvre du procede selon Tune des revendications 1 a 6. 

8. Procede de preparation d'an aliment hypoallergenique, caracterise par le fait que Ton ajoute a 
Thydrolysat obtenu selon la revendication 1, des hydrates de carbone. des sels mineraux et des matieres 
grasses a I'etat liquide contenant le cas echeant des vitamines liposolubles. on y ajoute le" cas echeant une 
solution aqueuse contenant des vitamines hydrosolubles et des oligoeiements. puis on seche. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel I'hydrolysat mis en oeuvre contient I'enzyme non- 
inactivee, caracterise par le fait que I'on inactive I'enzyme thermiquement lors de la preparation de 
Taliment. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise par le fait que I'on inactive I'enzyme par prechauffage 
a 75-85 *C pendant environ 5 min., puis par sterilisation a ultra haute temperature et on conditionne le 
produit a I'etat liquide de maniere aseptique au lieu de le secher. 

1 1 .Aliment hypoallergenique obtenu par la mise en oeuvre du procede selon Tune des revendications 8 
a 10. 
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i2.Utiiisatton d'un hydrolysat selon la revendication 7 dans les preparations alimentaires k usage 
dietetique. 



5 
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